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本研究では，ヒトメラノーマ培養細胞 MEC を用いて， 0.5%牛血清アルブミン (BSA) を含む BM
(2mM Lーグルタミンおよび重曹を含むイーグルのMEM培地)にて，培地交換のみで約 1 カ月間培養馴
化することにより，同培地で浮遊状態で増殖する細胞BSA-MEC を樹立した。さらに，この細胞をB
SA も含まない BM 中で約 2 カ月間培養馴化することにより，無蛋白のBMでも継代増殖可能な sf-M
EC を樹立した。 sf-MEC を RPMI1640 培地で培養すると， 10%仔午血清添加BM中で増殖する親細胞
MEC に匹敵する， 1 週間で 5 ~6.5倍となる増殖を示し，その細胞飽和密度は親細胞の1. 5倍に達した。
これらの細胞はすでに30代 8 カ月以との長期にわたり，浮遊状態で旺盛な増殖を続けている。
BSA-MEC むよび sf-MEC の生物学的特性をMEC と比較すると，両無血清培養細胞はMECと同様
に，そのホモジネート中に，メラニン産生に特異的に関与するチロジナーゼの活性を有しており，細
胞質中には電子顕微鏡的にメラノゾームが観察された。さらに，ヌードマウスでの造腫蕩性を検索す
ると， 106個の細胞を接種した場合には，両無血清培養細胞とも MEC と同様に腫壌を形成したが， 105 
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個の細胞を接種した場合には， MECおよびBSA-MEC が腫療を形成したのに対し， sf-MEC は腫壌を
形成しなかった。ゆえに， sf-MEC の造腫蕩性が低下していることが明らかとなった。 sf-MEC によ





した。 BSA-MEC の対数増殖期にあたる培養 4 日目の上清(BSA-CM) を， 24時間BMのみで培養した
標的細胞の培地に添加すると，初代培養正常細胞である，ヒト総椎芽細胞 pHF，ラット胎児総椎芽細
目包pRaEF，株化癌細胞である， ヒト子宮頚癌由来の HeLa，親細胞MEC，およびBSA-MEC 自身に対
する DNA合成促進活性が認められた。さらに，軟寒天培地中に標的細胞を接種し，同時に BSA-CM
を添加すると， Hepd, MEC およびBSA-MEC 自身に対する軟寒天培地中でのコロニー形成促進活性
が認められた。しかし， pHF , pRaEF にコロニーを形成させることはできなかった。 BSA-CM を経
時的に採取して， DNA合成促進活性ならびに軟寒天培地中でのコロニー形成促進活性の経時的変化を
調べると，両活性はBSA-MEC の細胞増殖と共に培養 7 日目まで，同様のパターンをとりながら徐々
に上昇した。 sf-MEC の培養上清( sf-CM) についても同様に検索を行うと，培養 1 日目に採取した sf­
CM 中には， pHF , MEC さらに sf-MEC 自身に対する DNA 合成促進活性が認められた。しかし，軟寒
天培地中でのコロニー形成促進活性の存在は明らかにされなかった口 sf-CM 中のDNA合成促進活性の
経時的変化を， pHF を標的細胞として検索すると， BSA-MEC の場合とは異なり， 1 日目に最大値を
示し，以後減少した。培養 2 日目に採取した sf-CM を透析膜で透析すると， pHF に対する DNA 合成
促進活性が上昇することより 2 日目以降の sf-CM 中に， pHF に対する DNA 合成抑制因子が存在して
いることが示唆された。しかし， sf-MEC 自身のDNA合成はこの困子により影響されなかった。
以上の結果より，メラニン産生能および造腫蕩性を保持しながら，無血清培地で長期間継代増殖可








性を有していることから，無血清培地での細胞増殖には自らの産生した増殖保進因子による auto -st ・
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irnula tion が関与していることが示唆された。以上の結果は，癌細胞の増殖機構に対して重要な知見を
与えるものであり 樹立されたこの細胞は血清の混入のない単純な系で細胞の特性を解析するための
優れた実験系を供するものである。したがって，本論文は歯学博士の学位に十分値するものと認める。
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